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研究报告 

灵芝尿嘧啶营养缺陷型菌株的筛选和分子鉴定 
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上海市农业科学院食用菌研究所 农业部南方食用菌资源利用重点实验室 国家食用菌工程技术研究中心 

上海市农业遗传育种重点开放实验室  上海  201403 

摘  要：【背景】营养缺陷型是一种应用广泛的分子标记，但是目前在灵芝中还未有研究和应用报道。

【目的】为灵芝遗传转化研究、杂交育种和菌种鉴别提供亲本材料和技术支持。【方法】采用紫外光

诱变、单单杂交、孢子单核化的方法从灵芝单核体菌株出发得到尿嘧啶营养缺陷型双核体菌株。【结

果】获得 8 株稳定的尿嘧啶营养缺陷型单核体突变菌株和 7 株尿嘧啶营养缺陷型双核体菌株。 【结

论】灵芝尿嘧啶营养缺陷型菌株在添加外源营养物的基础上可恢复正常生长，可以为灵芝遗传转化

体系的构建和灵芝育种提供材料。 
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Abstract: [Background] Auxotrophy is a widely applied biomarker in production and scientific research, 
but there is no report on Ganoderma lucidum. [Objective] This study was conducted to provide parent 
strains and technique supports for genetics research, cross breeding and spawn identification of 
Ganoderma lucidum. [Methods] The uracil auxotrophic mutant strains were obtained by UV mutagenesis 
of protoplast. The randomly selected uracil auxotrophic monokaryon strains were used as parents, and 
crossed with each other by Monkaryon-monkaryon mating to establish uracil auxotrophic dikaryons. 
[Results] Eight uracil auxotrophic mutant strains were obtained by UV mutagenesis of protoplast. Seven 
uracil auxotrophic dikaryon strains were obtained by Monkaryon-monkaryon crossing. [Conclusion] The 
testing results showed these auxotrophic strains restored their growth on PDA medium with uracil. The 
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uracil auxotrophic dikaryon strains would be used as a tool for genetic transformation study and breeding. 

Keywords: Ganoderma lucidum, 5′-Fluoro-oritic acid, Uracil auxotroph, Dikaryon 

灵芝[Ganoderma lucidum (Curtis:Fr.) P.Karst]

是中国传统的食药用菌，含有多糖、三萜类化合

物、核苷类、氨基酸、麦角甾醇、生物碱等多种

生物活性成分[1]。近年来对灵芝药理学和临床应

用等多方面的研究证实，灵芝多糖具有降血糖、

促进肠道黏膜免疫系统的免疫功能、提高抗氧化

能力、延缓衰老、保肝、促进睡眠等功效[2-5]。活

性物质灵芝多糖和三萜类化合物等对前列腺癌有

较好的抑制作用[6]。灵芝全粉具有抑菌和抗氧化

作用[7]。 

灵芝遗传转化中应用的筛选标记主要有两

类：一类是抗生素类抗性基因，如 kan 基因(遗传

霉 素 抗 性 基 因 )[8] 、 htp 基 因 (潮 霉 素 磷 酸 转 移

酶)[9-12]、neo 基因(新霉素磷酸转移酶 II)[13]；另

一类是除草剂抗性基因，如 bar 基因(草丁膦-N-

乙酰转移酶)[8,14]。在获得转化子后，这些筛选标

记在多数情况下是多余的，存在发生水平转移和

基因逃逸的可能性，从而产生毒理学和生态学风

险[15-16]。在生长发育过程中，这些筛选标记的存

在可能导致原有基因或外源基因沉默，甚至影响

二次转化[17]。 

在食用菌基因转化中较理想的安全选择性标

记基因是营养缺陷型标记基因。营养缺陷型标记

基因来自于宿主本身，属于同源转化，避免了甲

基化[18]。尿嘧啶营养缺陷型是一种在微生物中常

用的营养缺陷型标记。目前尿嘧啶合成代谢路径

已经研究的非常清楚。5-氟乳清酸(5′-Fluoro-oritic 

acid，5-FOA)是尿嘧啶合成途径中乳清酸核苷酸的

底物类似物，能转化为有很强细胞毒性的 5-氟尿

嘧啶核苷酸，抑制野生型菌株的生长[19]。参与尿

嘧啶从头合成反应的两个关键酶编码基因 pyrF 和

pyrG 发生突变后尿嘧啶的合成途径被打断，尿嘧

啶营养缺陷型菌株不能代谢有毒的 5-氟尿嘧啶核

苷酸，从而获得 5-FOA 抗性。在灵芝的遗传研究

中，全基因组测序已经完成[20]，这为灵芝尿嘧啶

营养缺陷型的分子鉴定和分子标记提供了基础。 

本研究通过紫外诱变获得灵芝尿嘧啶营养缺

陷型的单核体菌株，并对缺陷型菌株的 pyrF 和

pyrG 基因进行了分子鉴定。这些尿嘧啶营养缺陷

型单核体菌株在不含尿嘧啶的基本培养基中无法

正常生长，在此基础上运用杂交方法培育出尿嘧

啶营养缺陷型的灵芝双核体菌株，为进一步开展

灵芝遗传育种和菌种鉴别研究提供了技术路线和

试验材料。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、主要试剂和仪器 

野生型灵芝单核体菌株 80 (交配型为 A1B1)、

野生型灵芝单核体菌株 214 (交配型为 A2B2)均由本

实验室从灵芝野生型双核体菌株沪农灵芝 1 号分离

得到，沪农灵芝 1 号由上海市农业科学院食用菌研

究所菌种保藏中心提供。 

马铃薯培养基和马铃薯葡萄糖液体培养基，

BD 公司；溶壁酶，广东省微生物研究所；原生质

体制备和 DNA 提取所需试剂，国药(上海)公司。离

心机，Eppendorf 公司；摇床，上海智诚分析仪器

制造有限公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司。 

1.2  培养基 

马铃薯培养基(PDA)：PDA 粉末 39.0 g 溶于  

1 L 蒸馏水中。尿嘧啶马铃薯培养基(PDAU)：在

PDA 培养基中添加尿嘧啶 0.005 6 g/L。筛选马铃薯

培养基(PDAUF)：在 PDA 培养基中添加尿嘧啶

0.005 6 g/L 及 5-FOA 0.5 g/L。马铃薯葡萄糖液体培

养基(PD)：PDB 粉末 24.0 g 溶于 1 L 蒸馏水中。原

生质体再生培养基(PDMS)的配制参考文献[21]。

添加尿嘧啶原生质体再生培养基 (PDMSU)：在

PDMS 培养基中添加尿嘧啶 0.005 6 g/L。原生质体

再生筛选培养基(PDMSUF)：在 PDMS 培养基中添

加尿嘧啶 0.005 6 g/L及 5-FOA 0.5 g/L。基本培养基
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(MM)的配制参考文献 [21]。尿嘧啶基本培养基

(MMU)：在基本培养基中添加尿嘧啶 0.005 6 g/L。

筛选基本培养基(MMUF)：在基本培养基中添加尿

嘧啶 0.005 6 g/L及 5-FOA 0.5 g/L。木屑培养基：木

屑 78%，麦麸 20%，石膏 1%，蔗糖 1%，含水量为

60%−65%，1×105 Pa 灭 菌 2 h。 

1.3  灵芝原生质体细胞紫外致死试验 

将野生型灵芝单核体菌株 80 接种于 PD 培养基

中，25 °C 培养 7 d 后过滤收集菌丝，用蒸馏水冲

洗数次，再用 0.6 mol/L 甘露醇冲洗，加入 2%的溶

壁酶，30 °C、65 r/min 条件下酶解 4 h。用砂芯漏

斗过滤酶解液，滤液在 4 °C、3 000 r/min 离心  

10 min，弃上清，用 0.6 mol/L 甘露醇重悬，再次离

心，弃上清，此步骤重复 1−2 次。最后在原生质体细

胞沉淀中加入适量的 0.6 mol/L 甘露醇混匀，用血球

计数板计数并计算原生质体密度[22]。将原生质体

细胞稀释到 104 个/mL，取 100 μL 均匀涂布到

PDMS 平板培养基上，以功率为 62.5 mJ 的紫外光

垂直照射(距离 15 cm)平板表面，照射时间分别为

0、5、10、15、20、25、30 s，3 次重复。25 °C 下

避光培养 14 d 后，观察原生质体细胞再生情况，

记录再生菌落数目。 

1.4  灵芝原生质体紫外诱变与营养缺陷型突变

株的筛选验证 

将原生质体细胞稀释到 104 个/mL，取 100 μL

原生质体细胞溶液，分别涂布到 PDMS、PDMSU、

PDMSUF 平板培养基上。以功率为 62.5 mJ 的紫外

光垂直照射(距离 15 cm)涂布后的 PDMSUF 平板，

涂布后的 PDMS、PDMSU 不照射作为对照。25 °C

避光培养 14 d，观察萌发情况。挑取 PDMSUF 平

板上萌发的单菌落转接到 PDAUF 平板培养基上，

25 °C 培养 7 d 后，挑取边缘菌丝体接种于 PDAU

培养基上进行培养，如此重复 5 次后，放在显微镜

上检查，挑出无锁状联合的菌丝体备用，淘汰有

锁状联合的菌丝体。将无锁状联合的菌丝体接种

于不同培养基 MM、MMU、MMUF，进行表型验

证培养，同时以正常菌株作为对照，重复 3 次。

25 °C 培养 7 d，挑选出能在 MMU 和 MMUF 上生

长但在 MM 上不生长的单孢子，即为尿嘧啶营养

缺陷型单孢萌发菌株。 

1.5  灵芝尿嘧啶营养缺陷型菌株基因组 DNA 的

提取与 PCR 克隆相关基因 

用 CTAB 法[23]提取灵芝尿嘧啶营养缺陷型菌

株基因组 DNA。根据灵芝 pyrF 和 pyrG 基因设计分

子标记引物(表 1)。PCR 反应体系(50 μL)：ExTaq 

(5 U/μL) 0.5 μL ， 10×ExTaq buffer (Mg2+ Plus)      

5 μL，dNTP mixture (2.5 mmol/L) 4 μL，模板 DNA 

(100 ng/μL) 1 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，

ddH2O 37.5 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 2 min，35 个循环；

72 °C 10 min；4 °C 保藏。 

1.6  出菇 

将灵芝尿嘧啶营养缺陷型单核体菌株 80-2、

80-3 和 80-108 (A1B1)分别与可亲和的野生型单核

体 菌 株 214 (A2B2) 杂 交 ， 得 到 3 株 杂 交 菌 株

SLN2、SLN3 和 SLN8 (交配型均为 A1B1+A2B2)，

进行出菇试验。 

1.7  灵芝的单孢分离及单核菌丝群体的建立与

鉴定 

双核体菌株 SLN2、SLN3 出菇后收集自然弹

射的孢子。将收集到的孢子放入装有无菌水的 EP

管中制备孢子悬液，血球计数板计数后再用无菌

水稀释到 104 个/mL。取 100 µL 孢子液涂布到

PDAUF 培养基上，于 25 °C 生化培养箱内倒置培

养，一般 7 d 内可见到孢子萌发的菌丝体。将孢子

萌发的菌丝体转接到 PDAU 培养基上，培养 7 d 后

再挑边缘菌丝体于新的 PDAU 培养基上，如此重 
 

表 1  扩增 pyrF 和 pyrG 基因的 PCR 引物 
Table 1  The primers to amplify pyrF and pyrG genes 

基因名称

Genes name

引物名称 

Primers name

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 
pyrF L2F4 CCTAGCCCAACTGCACAAGA

 L2R4 CGTGAGTTTAGCCACCGGAT 

pyrG NLG-F3 AGATGTCCAACAGAAGGGCG

 NLG-R3 GTTGACAACCGTGATGGTGC 
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复 5 次后[24]，放在显微镜上检查，挑出无锁状联合

的菌丝体备用，淘汰有锁状联合的菌丝体。 

将无锁状联合的菌丝体接种于 MM、MMU、

MMUF 不同培养基进行培养，挑选出能在 MMU 和

MMUF 上生长但在 MM 上不生长的单孢子，即为

尿嘧啶营养缺陷型单孢子萌发的菌丝体。 

1.8  灵芝尿嘧啶营养缺陷型单孢子的交配 

将尿嘧啶营养缺陷型单孢萌发菌株配对在

MMU 培养基上进行杂交。杂交菌丝融合后，挑出

融合处菌丝进行镜检，有锁状联合的为尿嘧啶营

养缺陷型双核体菌株。 

1.9  灵芝尿嘧啶营养缺陷型双核体菌株的生长

速度测定 

PDA 平板上的生长速度：将灵芝尿嘧啶营养

缺陷型双核体菌株接种于 PDA 平板上，25 °C 培

养。当菌丝开始萌发时，在菌丝的前端画线当作

菌丝的生长起始线，6 d 后划第二条线，测量距

离，计算日均生长速度，3 个重复。PDAU 平板上

的生长速度：将灵芝尿嘧啶营养缺陷型双核体菌

株分别接种于含有 0.005 6、0.011 2、0.022 4 g/L 尿

嘧啶的 PDA 平板上，并且采用上述相同的培养方

法和测量方法，测量生长速度。 

2  结果与分析 

2.1  灵芝 80 菌株原生质体紫外致死试验 

灵芝 80 原生质体 细胞在再生 平板培养基

(PDMS)上的再生率 (萌发菌落个数 /涂布细胞个

数)[21]为 0.566 7%，随着紫外照射时间的逐渐增

加，原生质体的存活率逐渐降低，紫外照射 25 s 后

的原生质体的存活率为 0。根据图 1 可计算出灵芝

80 原生质体的半致死紫外照射时间为 8.7 s。 

2.2  灵芝尿嘧啶营养缺陷型菌株的筛选和验证 

对灵芝 80 原生质体采用 8.7 s 的紫外照射后，

经过 5 次再生筛选平板培养基的筛选，最终获得  

8 株表型上符合尿嘧啶营养缺陷型的菌株：80-1、

80-2 、 80-3 、 80-6 、 80-8 、 80-26 、 80-64 和

80-108。 

 

 
图 1  灵芝 80 菌株原生质体在紫外照射下的相对萌 

发率 
Figure 1  Relative germination rate of the protoplast of G. 
lucidum strain 80 under treatment with UV irradiation 

 
将 得 到 的 突 变 体 菌 株 分 别 接 种 于 MM 、

MMU 和 MMUF 培养基上，这些尿嘧啶营养缺

陷型菌株可以在 MMU 和 MMUF 培养基上生

长，不能在 MM 培养基上生长，典型结果如图 2

所示。 

2.3  灵芝尿嘧啶营养缺陷型菌株的分子鉴定 

提取灵芝尿嘧啶营养缺陷型单核体菌株基因

组 DNA 进行 pyrF 和 pyrG 基因的 PCR 检测，切

胶回收后进行测序分析。通过对尿嘧啶合成途径

中的 pyrF 和 pyrG 基因的分子检测发现，突变可

以分为 3 种情况，包括碱基缺失、碱基变换和碱

基插入(表 2)。这些插入和点突变可能导致基因

编码的蛋白功能失去活性，产生尿嘧啶营养缺陷

型菌株。 
 
 

 
 
 

图 2  尿嘧啶营养缺陷型单核体菌株 80-1 与 80在不同培

养基上的生长情况 
Figure 2  The growth of the uracil auxotrophic 
monokaryon 80-1 of G. lucidum and G. lucidum strain 80 on 
different medium 
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表 2  突变菌株的 pyrF 和 pyrG 基因与野生型菌株基因序列比对 
Table 2  The sequence alignment of pyrF or pyrG mutants compared with wild type strain 

菌株 

Strains 

基因变化 

Genic changes 

氨基酸序列变化 

Amino acid sequence changes 
80-1 pyrG：基因第 687 位 G 缺失 

pyrG: g. 687 del 

第 193 位以后氨基酸序列混乱 

Frameshift mutation after the 193rd amino acid 
80-2 pyrF：基因 440–441 位 CC 碱基缺失 

pyrF: g. 440–441 del 

第 122 位氨基酸以后氨基酸序列混乱 

Frameshift mutation after the 122nd amino acid 
80-3 pyrF：基因 386–392 位碱基片段缺失 

pyrF: g. 386–392 del 

第 104 位氨基酸以后氨基酸序列混乱 

Frameshift mutation after the 104th amino acid 
80-6 pyrF：基因第 544–545 位碱基 GG→AA 

pyrF: g. 544–545 GG>AA 

第 158 位氨基酸 G→N (GGC→AAC) 

The 158th amino acid G>N (GGC>AAC) 
80-8 pyrG：基因 332 位 G→A 

pyrG: g. 332 G>A 

第 93 位氨基酸 D→N (GAC→AAC) 

The 93rd amino acid D>N (GAC>AAC) 
80-26 pyrG：基因 777 位 C→T 

pyrG: g. 777 C>T 

终止密码(CGA→TGA) 

Termination codon mutation: CGA>TGA 
80-64 pyrF：基因 301−302 位 GG→AA 

pyrF: g. 301–302 GG>AA 

第 77 位氨基酸 G→N (GGC→AAC) 

The 77th amino acid G>N (GGC>AAC) 
80-108 pyrF：基因第 483 与第 484 位之间插入 C、 

第 526 位与 527 位之间插入 CG 

pyrF: g. 483−484 ins C, g. 526−527 ins CG 

第 138 至 146 位氨基酸混乱，147 位终止 

Frameshift mutation from the 138th to 146th amino acids, the 147th 
amino acid termination codon 

 

2.4  出菇 

将灵芝尿嘧啶营养缺陷型单核体菌株 80-2、

80-3 和 80-108 (A1B1)分别与可亲和的野生型单核

体菌株 214 (A2B2)杂交获得 3 株杂交菌株 SLN2、

SLN3 和 SLN8，这 3 株菌在合适的栽培条件下均

能够生长出子实体(图 3 为 SLN3 出菇情况)。 

 

 
 
 

图 3  灵芝杂交菌株 SLN3 的出菇情况 
Figure 3  Fruiting body formation of G. lucidum strain 
SLN3 

2.5  灵芝的单孢分离及单核菌丝群体的建立 

杂交菌株 SLN8 因为子实体鹿角化未能收集到

担孢子，另外两株杂交菌株 SLN2 和 SLN3 均收集

到担孢子。将孢子稀释涂布于 PDAUF 选择培养基

上培养，随机挑取 SLN2 孢子再生菌株 89 株以及

SLN3 孢子再生菌株 75 株。在 PDAU 培养基上经过

5 次转接后置于显微镜下检查，获得没有锁状联合

的单核体菌株 83 株，其中 SLN2 孢子单核体菌株为

31 株，SLN3 孢子单核体菌株为 52 株。这些尿嘧啶

营养缺陷型单核体菌株能在 MMU 和 MMUF 上生

长，但在 MM 上不能生长(图 4)。 

 

 
 

图 4  尿嘧啶营养缺陷型单核体菌株 SLN3-51 与沪农灵

芝 1 号在不同培养基上的生长情况 
Figure 4  The growth of the uracil auxotrophic 
monokaryon SLN3-51 of G. lucidum and G. lucidum strain 
HuNong No.1 on different medium 
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2.6  尿嘧啶营养缺陷型单孢子的交配 

SLN2 和 SLN3 衍生的尿嘧啶营养缺陷型单孢

菌株中各随机选取 1 株与 19 株分别进行两两配

对。培养 1 周左右，挑出杂交融合处菌丝进行镜

检，有锁状联合的判定为尿嘧啶营养缺陷型双核

菌丝。最终从 SLN2 亲本得到金针菇尿嘧啶营养缺

陷型自交双核体菌株 5 个(命名为 UL6、UL8、

UL11、UL13 和 UL17)，从 SLN3 亲本获得杂交菌

株 2 个(命名为 UL26 和 UL40)。 

2.7  灵芝尿嘧啶营养缺陷型纯合体的 5-FOA 验证 

将杂交得到的 7 株灵芝尿嘧啶营养缺陷型双核

体菌株(UL6、UL8、UL11、UL13、UL17、UL26

和 UL40)分别接种于 MM、MMU、MMUF 培养基

上，这些杂交菌株可以在 MMU 培养基和 MMUF

培养基上生长而不能在 MM 培养基上生长，典型

结果如图 5 所示。 

2.8  灵芝尿嘧啶营养缺陷型菌株的生长速度测定 

将上述 7 株灵芝尿嘧啶营养缺陷型双核体菌株

接种于 PDA 培养基和含有不同浓度尿嘧啶的

PDAU 培养基，待菌丝萌发，6 d 后开始测量生长

情况。 

结果如图 6 所示，7 株灵芝尿嘧啶缺陷型菌  

株在 PDA 培养基上的生长速度平均为 1.87 mm/d，

远低于野生型沪农灵芝 1 号 4.56 mm/d。灵芝尿

嘧啶缺陷型菌株在添加了尿嘧啶的 PDAU 培养 

基上的生长速度与 PDA 培养基相比都有不同程 

度的提高。UL6 在尿嘧啶添加量为 0.011 2 g/L 时 

 

 
 

图 5  尿嘧啶营养缺陷型双核体菌株 UL26 与沪农灵芝 

1 号在不同培养基上的生长情况 
Figure 5  The growth of the uracil auxotrophic dikaryons 
UL26 of G. lucidum and G. lucidum strain HuNong No.1 on 
different medium 

 
 

图 6  灵芝尿嘧啶营养缺陷型双核体菌株在含有不同尿

嘧啶浓度的 PDA 培养基上的生长速度 
Figure 6  Growth rate of uracil auxotrophic dikaryotic 
strains of G. lucidum on PDA and PDAU media 

 
生长速度最快，UL8 添加不同浓度尿嘧啶后生长

速度几乎一致，UL11、UL13 在尿嘧啶添加量为

0.022 4 g/L 时生长速度最快，且与野生型生长速度

相似。UL17、UL40 在尿嘧啶添加量为0.005 6 g/L 时

生长速度最快，表明不同菌株最适生长对尿嘧啶的

需要量不同。而野生型沪农灵芝 1 号和杂合子

SLN2、SLN3 在添加尿嘧啶 PDA 的培养基上生长

速度与在 PDA 培养基上没有太大变化。可见尿嘧

啶作为一种外源营养物质有助于提高灵芝尿嘧啶

营养缺陷型菌株的生长速度，进一步增大杂交菌

株筛选数量有望获得产量显著提高的尿嘧啶营养

缺陷型双核菌株。 

3  讨论与结论 

营养缺陷型菌株在科学研究领域有重要作

用，可作为标记菌种研究代谢途径和遗传规律以

及进行育种。在细胞融合的研究中，营养缺陷型

突变体常被用作融合亲本以便检出融合子[25]。另

外，营养缺陷型作为遗传标记可以应用于基因工程

研究，为基因组研究提供良好平台。Tripathi 等[26] 
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在热纤维梭菌 Clostridium thermocellum 中以 pyrF

基因突变菌株为基础构建了转化体系。陆浩等[27]

构建了基于尿嘧啶磷酸核糖转移酶为负向筛选标

记的生酮古龙酸杆菌基因组无痕修饰系统，在尿

嘧啶磷酸核糖转移酶基因(upp) (在灵芝中为 pyrF

基因)缺失的底盘细胞基础上通过两次同源重组实

现了基因组的无痕修饰。突变株可以在 5-氟尿嘧

啶培养基上生长，野生型和回补菌株不能生长。

张大成等[28]首先敲除毕赤酵母 X-33 的 URA3 基因

(在灵芝中为 pyrG 基因)，获得了尿嘧啶营养缺陷

型菌株，然后用 URA3 作为选择标记，构建了

OCH1P 基因敲除菌株。Chen 等[29]构建了适用于蛹

虫草以尿嘧啶合成的关键酶基因 RUA3 (在灵芝中

为 pyrG 基因)为负向筛选标记的 CRISPR-Cas9 基因

编辑系统。蛹虫草 URA3 突变子在未添加尿苷的

PDA 培养基上也能生长，Chen 等[29]认为 URA3 基

因或许并非蛹虫草细胞生长所必需的基因。实际

上突变子的生长可能与其选用的 PDA 培养基有

关。本试验中筛选得到的突变子同样可以在 PDA

上生长，但是在 MM 培养基上完全无法生长。在

PDA 培养基制备中用到的马铃薯中含有痕量尿嘧

啶，从而导致尿嘧啶缺陷型菌株的背景生长。在以

尿嘧啶合成的关键酶基因为负向筛选标记或以尿嘧

啶缺陷型为出发菌株的实验中需要注意选用不含尿

嘧啶的基本培养基作为最终的筛选培养基。 

灵芝因其单核体无法出菇，在应用中会受到限

制。通过单单自交得到尿嘧啶营养缺陷型双核体菌

株，这些菌株保持了良好的继代稳定性，可以作为

分子生物学研究的宿主菌株，为灵芝遗传育种研究

提供材料。这些突变株在不含尿嘧啶添加物的基本

培养基中无法正常生长，在 PDA 培养基上的生长

速度低于野生型菌株，在添加尿嘧啶的 PDAU 培养

基上可以不同程度地恢复正常生长，这与香菇[30]

中的研究报道相一致，表明尿嘧啶营养缺陷型菌株 

通过表型的差异可以得到区分，这为利用尿嘧啶 

营养缺陷型菌株的表型和基因型进行菌种鉴别提 

供了技术基础，为进一步开发利用灵芝尿嘧啶营养

缺陷型菌株提供了方法学上的指导。 
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